随着细胞遗传学及分子遗传学技术的发展，目前发现30%\~90%的多发性骨髓瘤（Multiple myeloma, MM）患者出现染色体异常（包括结构异常和数量异常），其中最常见的结构异常发生于14q32的IgH位点，与之易位的癌基因位点中尤以11q13最常见，形成t(11;14）（q13;q32）染色体异常即IgH-细胞周期蛋白D1(CCND1）融合基因，发生率约为20%，且文献报道该部分MM患者具有相对独特的病理学表现[@b1]。我们回顾性分析31例经FISH检测CCND1基因阳性MM患者的临床及病理学资料，旨在总结与探讨其骨髓病理学特征。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年1月至2013年12月我院初诊MM患者共158例，均符合2008年WHO造血与淋巴组织肿瘤分类诊断标准[@b2]，经FISH检测CCND1基因阳性者31例，对这31例患者的临床病理资料进行复习，其中男19例，女12例，男女比例为1.6∶1，中位年龄59(33\~77）岁。

2．骨髓活检：取患者髂后上棘骨髓标本，经4%中性甲醛固定、石蜡包埋制片（厚3 µm）、HE染色后进行形态学观察。骨髓活检增生程度按造血组织面积占造血组织和脂肪组织面积之和的比例，采用五级划分法进行划分[@b3]；瘤细胞累及骨髓的分布方式按文献[@b4]方法进行归类；骨髓瘤细胞的形态学分类参照文献[@b5]--[@b6]进行，其中小细胞型的定义为胞体小至中等大、胞质偏少、核质比大于0.6、核小、染色质凝集，无核仁，类似于浆细胞样淋巴细胞。

3．流式细胞术（FCM）检测：采用新鲜外周血或骨髓单个核细胞，用流式细胞仪（FACS Calibur，美国BD公司产品）进行四色或五色免疫荧光染色。侧向角与CD138设门，圈定细胞群，经参数分析，确定免疫表型，单抗包括：sIgM、CD19、CD20、CD22、CD79a、CD38、CD138、cκ（胞质κ）、cλ（胞质λ）、CD56和CD45。

4．免疫组织化学染色：常规Elivsion二步法，选用适合石蜡切片的抗体CD20、PAX5、CD19、CD38、cyclinD1、CD138、CD56、κ、λ和CD117（以上试剂购自上海Dako医疗器械技术服务有限公司和上海泉晖贸易有限公司）。显色剂DAB为美国Sigma公司产品。

5．染色体核型分析：染色体制备采用骨髓24 h短期培养法，火焰法滴片，R显带，普通显微镜分析中期核分裂象。依据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN1995）》进行染色体核型描述。

6．FISH：对所有标本先通过抗CD138磁珠进行分选，然后滴片，所用CCND1/IgH双色双融合重排探针购自美国Vysis公司。在荧光显微镜下观察结果，Analysis软件采集图像。用已知阳性套细胞淋巴瘤患者作为阳性对照，正常供髓者骨髓作为阴性对照，每个标本计数200个细胞中的荧光信号。结果判定：正常间期细胞荧光信号特征为2个橘红色和2个绿色；当发生基因重排时，荧光信号特征为2个黄色（橘红色信号与绿色信号融合在一起）、1个橘红色和1个绿色。阳性阈值采用欧洲骨髓瘤协作网（European Myeloma Network，EMN）推荐标准，即阳性信号百分率≥10％定义为CCND1/IgH融合基因阳性[@b7]。

7．统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学分析。两组率之间的比较使用卡方检验，均数比较采用独立*t*检验或方差分析的双侧检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床资料：158例初诊MM患者中CCND1基因阳性者31例，阴性者127例。两组患者在年龄、性别、血常规方面的差异无统计学意义（*P*值均\>0.05），在组织学类型和CD20、CD56阳性率方面的差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### CCND1阳性组与阴性组多发性骨髓瘤患者临床及病理学特征的比较

  临床特征                 CCND1阳性组(31例)   CCND1阴性组(127例)    *P*值
  ----------------------- ------------------- -------------------- ---------
  男性\[例(％)\]               19(61.3)             89(70.1)         0.346
  年龄\[岁，*M*(范围)\]       59(33～77)           58(26\~77)        0.408
  血常规\[*M*(范围)\]                                              
   WBC(×10^9^/L)            5.1(1.2～11.5)       4.5(1.9～14.7)      0.323
   HGB(g/L)                   80(55\~129)         90(49～189)        0.262
   PLT(×10^9^/L)             134(14\~274)         144(15\~452)       0.651
  组织学类型\[例(％)\]                                             
   小细胞型                    24(77.4)              3(2.4)         \<0.001
   非小细胞型                   7(22.6)            124(97.6)        \<0.001
  免疫表型\[例(％)\]                                               
   CD20                         9(29.0)              5(4.0)         \<0.001
   CD56                        11(35.5)             78(61.4)         0.009
   CD117                        3(9.7)              33(26.0)         0.052
   CD19                            0                 3(2.4)          0.388
   CD45                            0                 2(1.6)          0.480

31例CCND1基因阳性患者中，骨痛及腰背痛26例（83.9%），贫血11例（35.5%），泡沫尿5例（16.1%），出血3例（9.7%），B症状（发热、盗汗、体重减轻）12例（38.7%），脾大（肋缘下2.0 cm）、肝大（肋缘下3.5 cm）和浅表淋巴结肿大各1例（3.2%）。影像学检查均发现全身多发性骨破坏。

根据血清M蛋白类型进行分类：IgG型11例，IgA型4例，IgD型4例，IgM型1例，轻链型共6例，不分泌型5例。158例MM患者中各免疫球蛋白类型者CCND1基因阳性检出率见[表2](#t02){ref-type="table"}。IgD与IgA（57.1％对12.1%，*P*=0.007）、IgG(57.1％对14.1%，*P*=0.010）比较，不分泌型与IgA（50.0％对12.1%，*P*=0.004）、IgG(50.0％对14.1%，*P*=0.006）比较，差异均有统计学意义；κ和λ型者差异无统计学意义（15.9%对19.0%，*P*=0.627）。

###### 158例多发性骨髓瘤患者中各免疫球蛋白类型者CCND1阳性率比较

  Ig类型         例数   阳性例数   阳性率(％)
  ------------- ------ ---------- ------------
  IgA             33       4          12.1
  IgD             7        4          57.1
  IgG             78       11         14.1
  IgM             1        1         100.0
  轻链型(κ+λ)     29       6          20.1
  不分泌型        10       5          50.0
  κ型             69       11         15.9
  λ型             79       15         19.0

注：κ型：包括IgAκ、IgDκ、IgGκ、IgMκ、κ轻链型；λ型：包括IgAλ、IgDλ、IgGλ、IgMλ、λ轻链型

2．骨髓活检：31例CCND1基因阳性患者中，3例（9.7%）增生低下，2例（6.5%）增生大致正常，26例（83.9%）增生活跃。浆细胞比例占0.400\~0.900，分布方式呈散在、簇状或弥漫的片状。24例（77.4%）为小细胞型，形态为胞体小至中等大，胞质偏少、核质比大于0.6、核小、染色质凝集，无核仁，类似于浆细胞样淋巴细胞（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。6例（19.3%）为成熟浆细胞型，胞质较多，可见核旁空晕，核较大，核染色质粗，未见核仁。1例（3.2%）为不成熟浆细胞型，核染色质细致，可见明显的核仁。未见浆母细胞型。

![多发性骨髓瘤患者骨髓活检石蜡包埋切片示小细胞型骨髓瘤细胞（HE染色，×400）](cjh-36-09-775-g001){#figure1}

3．免疫分型：FCM检查结果示31例CCND1基因阳性患者肿瘤细胞均为CD38^+^ CD138^+^ CD19^−^CD45^−^，其中cκ^+^者13例（41.9%），cλ^+^者18例（58.1%）；免疫组织化学染色显示CD56^+^者11例（35.5%），CD20^+^者9例（29.0%），CD117^+^者3例（9.7%），cyclinD1^+^者22例（71.0%）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![多发性骨髓瘤患者骨髓活检免疫组织化学染色示cyclinD1阳性（Elivision法染色，×400）](cjh-36-09-775-g002){#figure2}

4．FISH检测：31例患者骨髓标本CCND1基因检测均为阳性（[图3](#figure3){ref-type="fig"}），阳性信号百分率为14.4%\~100.0%。24例标本同时行染色体核型分析，结果为19例（19/24）为正常核型，5例（5/24）异常核型，其中3例同时存在11号和14号染色体异常，但未形成t(11;14）（q13;q32），仅1例出现典型的t(11;14）（q13;q32）。

![FISH检测示CCND1基因重排阳性\[荧光信号特征为2个黄色（橘红色信号与绿色信号融合在一起）、1个橘红色和1个绿色，×1000\]](cjh-36-09-775-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

MM是发生于骨髓的多灶性浆细胞肿瘤，病理学上，表现为肿瘤性浆细胞的多灶性骨髓累及和免疫表型异常。瘤细胞的形态学具有多样性，包括小细胞型、成熟浆细胞型、不成熟型、浆母细胞型和间变型多种形态学亚型。免疫表型的异常包括浆细胞限制性表达κ或λ以及抗原的异常表达，如CD45^−^、CD19^−^、CD56^+^，尚可异常表达CD20、PAX5、CD117、CD13、CD33等[@b8]。MM无特征性的遗传学改变，遗传学检查主要用于疾病的预后分层，目前发现MM患者中30%\~90％存在染色体异常，如出现t(11;14）或t(4;14）、del(13）、del（17p）和超二倍体等[@b1]，因此，目前认为从遗传学水平可将MM分为具有不同特征及预后的独立疾病亚型，其中最常见的异常为t(11;14）及其形成的IgH-CCND1融合基因，发生率约为20%[@b1]。本文158例初诊MM患者经FISH检测CCND1基因阳性率为19.6%（31/158），与文献报道一致。

研究发现CCND1基因阳性的MM具有较为独特的实验室与病理学特征。首先，从瘤细胞分泌的免疫球蛋白类型看，尽管以IgA型和IgG型为主，但文献报道CCND1基因阳性率却在上述两型中并不高，反而在IgM、IgE和不分泌型MM中更为多见，三组总的阳性率达83%[@b9]。我们的研究结果与安刚等[@b10]的研究结果一致，同样证实不分泌型和IgD型患者的CCND1基因阳性率比IgA和IgG型者高。导致上述差异的原因与机制尚不明确。本研究中仅有1例IgM型，且为CCND1基因阳性，因例数太少，无法进行统计学分析。同时，有文献报道CCND1基因阳性与λ型有关[@b5],[@b11]。本研究中κ型和λ型患者组CCND1基因阳性率分别为15.9％和19.0%，但两者差异并无统计学意义（*P*=0.627），故认为CCND1基因阳性与轻链亚型无关。

其次，CCND1阳性的MM具有典型的形态学和免疫表型特征。如前所述，MM的形态学具有多样性，小细胞型是较为特殊的一种形态学亚型，该型瘤细胞胞体相对偏小，形态近似于浆细胞样淋巴细胞，容易与伴有浆细胞样分化特点的淋巴瘤，尤其是淋巴浆细胞淋巴瘤（LPL）混淆。过去的研究认为，存在t(11;14）的瘤细胞形态为小细胞型，且常伴CD20的表达[@b12]。Garand等[@b5]对172例初诊MM患者进行FISH检测，发现存在t(11;14）者中52.0％为小细胞型（浆细胞样淋巴细胞），而小细胞型者中93.0％出现t(11;14）。在我们观察的31例CCND1基因阳性患者中有24例（77.4%）为小细胞型，形似浆细胞样淋巴细胞，与国外学者的报道一致；成熟浆细胞型和不成熟浆细胞型分别为6例和1例。CCND1基因阳性的MM患者不仅形态学特点突出，免疫表型也有特色：除表达浆细胞标志CD138和CD38外，部分患者可出现CD20异常表达，且往往免疫组织化学染色cyclinD1阳性（71.0%，22/31）。2003年和2005年的两项研究数据则显示CD20阳性MM患者CCND1基因阳性率明显高于CD20阴性者，分别为83.0%（10/12）对17.0%（2/12）和32.0%（21/66）对8%（19/244）[@b13]--[@b14]。在我们的研究中，CD20阳性患者中CCND1基因阳性率为69.2%（9/13）；同时我们将CCND1阳性与阴性组患者CD20表达情况进行比较，发现阳性组CD20阳性率为29.0%（9/31），明显高于阴性组的4.0%（5/127）（*P*\<0.001），与上述研究结论一致。虽然CD56在MM中的表达率可达70%\~80%，但CCND1基因阳性者较阴性者CD56阳性率减低[@b8],[@b15]。我们的结果也是如此，分别为35.5％和61.4%（*P*=0.009）。通过文献复习和本研究结果可以发现，CCND1基因阳性的MM是较为独特的病理学亚型，但t(11;14）是否具有预后意义则存在争议。有的学者认为t(11;14）与预后不良有关[@b16]，有的学者则认为并无预后意义或者是预后良好的指标[@b17]--[@b18]。近期，美国的Mayo医学中心将具有t(11;14）的初治MM归入标危组，提示CCND1基因阳性并无明显的预后价值[@b19]。

鉴于t(11;14）的MM形态以小细胞型（浆细胞样淋巴细胞）为主，同时常为CD20阳性而又缺乏CD56的表达，而多种成熟小B细胞淋巴瘤可出现浆细胞样分化的形态表现，其中以LPL和边缘区淋巴瘤（MZL）最为显著，部分慢性淋巴细胞白血病（CLL）亦可出现浆细胞样分化，滤泡性淋巴瘤（FL）和套细胞淋巴瘤（MCL）浆细胞样分化虽不明显，但也可见于少部分病例。因此需要逐一进行鉴别。首先，FL、CLL、MCL和MZL均不表达CD138，而且FL为CD10阳性、CLL和MCL表达CD5，三者与小细胞型MM的鉴别并不困难[@b2]；再者MM患者常见多发性骨质破坏、高钙血症及肾损等临床表现，也有助于与小B细胞淋巴瘤区分。小细胞型MM与LPL最易混淆，因为大多数LPL累及骨髓[@b20]，而且两者均出现M蛋白及其相关症状、形态上表现为浆细胞样淋巴细胞形态、免疫表型呈CD138^+^ CD38^+^ CD20^+^，鉴别主要依据以下几点：①LPL缺乏多发性骨质破坏、高钙血症及肾功能损伤等MM常见的临床症状；②LPL多以IgM型为主，IgA和IgG型少见，而MM患者中IgM型非常罕见，而以IgA和IgG型多见[@b21]--[@b22]；③LPL组织学可见小淋巴细胞、浆细胞样淋巴细胞和浆细胞三种细胞，往往伴肥大细胞增多和含铁血黄素沉着，而MM缺乏此特点；④LPL的免疫组织化学染色cyclinD1和FISH的CCND1基因检测均为阴性；⑤近来的研究报道90％的LPL出现MYD88基因突变，该突变不见于MM[@b23]，除此之外，LPL常见的其他遗传学改变如6q21−、t(9;14）（p13;q32）和＋4等均有助于鉴别[@b24]。

总之，CCND1基因阳性的MM是一组具有独特的实验室与病理学特征的遗传学亚型，IgD型和不分泌型MM患者中CCND1基因阳性率较高，常常表现为小细胞型形态、伴CD20高表达和CD56表达减低，多表达cyclinD1，主要需与LPL等伴浆细胞样分化形态的小B细胞淋巴瘤相鉴别。
